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Kutatasi célunk az volt, hogy mélyebben megismerjik a karosodott DNS
replikacioja soran az eukariota sejtekben lezajlo molekularis eseményeket és feltarjuk a
mutaciok kialakuldsdnak a gyakorisdgat befolydsolé mechanizmusok egy reszét.
Kutatasainkat az éleszté (Saccharomyces cerevisiae) modellélslényre alapoztuk, melyben
masok és sajat kutatasaink is a RAD6, RAD18, MMS2, UBC13, RAD5, RAD30, REV1,
REV3, és REV7 gének szerepét a kdrosodott DNS replikécidjdban és a mutagenezisben
mar korabban bizonyitottak. Elsésorban biokémiai és éleszté genetikai modszerek
segitségével terveztik a fenti gének fehérjetermékei kozotti funkcionalis és fizikai
kapcsolatokat megtalalni és szerepiiket a karosodott DNS replikécidjdban meghatéarozni.

A fenti gének mutécidit hordozo élesztotorzsek episztazis analizise azt mutatta,
hogy harom kiilonb6zé Gton képesek az UV-karosodott DNS replikécidjat befolyasolni:
1, Mutéciot generdlva (REV1, REV3, REV7 gének); 2. Hibamentes atirast biztositva DNS
polimeraz segitségével (RAD30 gén); 3. Hibamentes atirast biztositva, de specifikus DNS
polimeraz nélkil (RAD5, MMS2, UBC13 gének). A RAD6 és RAD18 gének miikddése
mindharom Utvonalhoz elengedhetetlennek bizonyult.

Az OTKA-altal tdmogatott kutatobmunkank soran sikerllt rekonstrualnunk egy
replikécids fehérje, a PCNA, monoubiquitinadldsat a Rad6-Rad18 ubiquitin konjugal6
komplex altal katalizalt reakcioban. Ez lehetéséget nyitott, hogy megvizsgaljuk az
ubiquitindlt PCNA hatasat a DNS polimerdzok hibaéatird aktivitasara. Tovabba, sikerilt
kimutatnunk, hogy a Rad5 fizikailag stabil komplexet képez a Rad6-Rad18 és Mms2-
Ubcl3 komplexekkel és az igy kialakult tobb-alegységes ubiquitin ligdz képes



poliubiquitinalni a mar monoubiquitinalt PCNA-t. Kimutattuk azt is, hogy a Revl fehérje
komplexet keépez a Rev7 fehérjével, melynek fontos szerepet tulajdonitunk a
mutagenezisben.

Eredmeényeink 0j tudomanyos iranyvonalakat is megalapoztak, melyek jo alapot
jelentenek késébbi tudomanyos projectek elinditdsahoz. Sikerilt az éleszté Rad5
replikécids fehérje és az Apn2 DNS repardcids fehérjék emberi homoldgjait
azonositanunk. Az U0j eredményekre alapozva mar folyamatban vannak az emberi
SHPRH tumor szuppresszor (éleszté Rad5 homoldg) és Ape2 fehérje (eleszté Apn2
homol6g) szerepének a tovabbi felderitését célzo kisérleteink, melyek reményeink szerint

kdzelebb visznek majd a kdrosodott DNS replikaciojanak megértésehez.

Kutatasi eredményeink részletes kifejtése az OTKA palyazatban megjeldlt fébb

kutatasi célok alapjan:

1. A Radl8, Ubcl3, Revl, és Rad5 fehérjékkel kolcsonhato fehérjék

azonositasa.

A Radl18, Ubcl3, Revl, és Rad5 fehérjék 0j kolcsonhato fehérje partnereinek
azonositasahoz két kilonbozé kisérleti megkdzelitést alkalmaztunk. Az egyik a tandem-
affinitas kromatogréfia (TAP) a mésik az éleszt6 két-hibrid modszer.

A TAP modszerhez elséként speciélis éleszto torzseket allitottunk elé homolog
rekombin&cid segitségével, melyek a Rad18, Ubcl3, Revl, és a Rad5 fehérjéket ketts
affinitas jelolve, ProtA és calmodulin-kot-domeénekkel fuzidban termelik. Ezt kdvetéen,
ezen élesztétorzsekbol készitett teljes fehérje-extraktumokbol elsoként 1gG-Sepharose
majd calmodulin affinitds oszlopokon tisztitottuk a TAP-jellt fehérjét és a vele
interakcioba 1épé mas fehérjéket. A tisztitott mintdk Uj komponenseinek azonositasat
tomegspektroszkopids analizissel illetve specifikus ellenanyagokkal végzett Western-
blott kisérletekkel végeztik. A modszer segitségével sikerdlt kimutatnunk, hogy a Rad18,
Ubcl3, és a Rad5 fehérjék egymassal kolcsonhatva egy meglehetésen stabil fehérje-

komplexet alkotnak. Ezen kivil, egy teljesen 0 feherjét is azonositottunk, mely csak



DNS karositd hatasra 1ép kdlcsonhatasba a Rad5 feherjével. Az 0j RIP (Rad5 Interacting
Protein) fehérje biokémiai és genetikai analizise folyamatban van. A Revl és a Rev7
fehérjék kozotti fizikai kdlcsonhatast is sikerult kimutatnunk. A Revl fehérje kilonbdz6
szakaszait Kiejtettlik és pontmutans formait is tisztitottuk, melyek segitségével
térképeztlik a Rev1-Rev7 interakcidt biztosito fehérje-motivumot.

Az éleszté ket-hibrid kisérlet soran a Rad18 és Ubcl3 fehérjéket csalikent
hasznalva éleszté két-hibrid konyvtar sziiréset végeztik. Mindkét fehérje kolcsonhatd
partnereként a Rad5 fehérjét azonositottuk, mely Kisérleti eredmény tovabb erésitette a
fentiekben részletezett TAP-tisztitas soran azonositott Rad5-Radl8 és Rad5-Ubcl3
fehérje-feherje kolcsonhatasok valodisagat. A Revl és Rev7 fehérjgk kozotti

kolcsonhatast is sikerlt éleszt6 két-hibrid modszerrel megerésiteniink.

2. Az UV-sugarzassal karositott DNS replikacidjdban szerepet jatsz6 RAD5

gén genetikai analizise és fehérjetermékének biokémiai vizsgalata.

A Rad5 feherjében azonosithatd egy RING és egy SWI/SNF fehérjemotivum is,
melyekrél kimutattuk, hogy a Rad5 fehérje ubiquitin-ligaz illetve ATPase aktivitasaiért
felel6sek. Célunk az volt, hogy meghatarozzuk a Rad5 ubiquitin-ligaz, illetve ATPase
aktivitasanak szerepét a karositott DNS replikéciojaban. Elsoként a Rad5 fehérje fenti két
aktivitdsat kivantuk szelektiven inaktivalni, melyhez a Rad5 RING és SWI/SNF
fehérjemotivumaiba pontmutaciokat szerkesztettink. A pontmuticiok hatdsat éleszto
genetikai modszerek (episztazis-analizis és mutacios frekvencia mérés) segitségével
vizsgaltuk. Kiserleteink azt mutattadk, hogy a fenti mutécidkat horddzo éleszté torzsek
érzékenyekké valtak UV-sugarzasra és mind a Rad5 ATPase mutans mind a RING
mutans nagymértékii zavart mutatott a karosodott DNS kett6z6désében. Kisérleteinkbol
azt kovetkeztettlik, hogy a Rad5 ubiquitin ligdz és ATPase aktivitasa is elengedhetetlen a
karositott DNS hibamentes replikaciojahoz.

A Rad5 cDNS-ét éleszté expresszids plazmidba kldnoztuk, melynek segitségével
sikerillt a Rad5 fehérjét homogenitasig tisztitanunk. Jelenleg biokémia vizsgalatokat
vegzunk, melyek célja a Rad5 fehérje ubiquitin-ligaz és ATPase aktivitdsdnak a

jellemzése és molekuléris szerepének a felderitése a karositott DNS replikécidjaban.



3. A Rad6-Rad18, illetve Mms2-Ubcl3 enzimek altal katalizalt ubiquitinalasi

reakciok szubsztratjainak azonositasa.

Célunk a Rad6-Rad18 ubiquitinal6 komplex szubsztratfehérjéinek azonositasa volt.
Feltételeztik, hogy a Rad6-Radl8 enzim szubsztratjait a Rad6-Radl8 episztazis
csoportba térképezodé gének fehérjetermékei kozott talaljuk majd meg, melyeket a DNS
reparacios gének korabbi episztazis analizise mar azonositott. Elsoként egy in vitro
ubiquitinalasi rendszert épitettink fel. Ehhez tisztitottuk az Ubal ubiquitin aktivalo, a
Rad6 ubiquitin konjugalo, és a Rad18 ubiquitin-ligaz enzimeket, illetve az 6sszes ismert
Rad6-Rad18 csoportba tartozd fehérjét éleszté expresszios rendszer segitségével. Ezek
utdn ubiquitin, Ubal, Rad6-Rad18 enzimekkel végzett in vitro ubiquitinalési reakciokban
teszteltiik az egyes potencialis szubsztratfehérjéket. Kisérleti eredmenyeink azt mutattak,
hogy a Rad6-Rad18 enzim uiquitinalja a PCNA replikacids fehérjét és a Rad5-fehérjét is.
Lényegesnek gondoljuk, hogy a Rad6 ubiquitin-konjugélé enzim énmagaban nem képes
sem a PCNA-t sem a Rad5-6t ubiquitinalni és pozitiv reakcidhoz feltétlentl sziikség van
a Rad18 ubiquitin-ligaz jelenlétére. Sikerilt kimutatnunk, hogy a PCNA csak DNS kotott
forméban ubiquitindlodik, mely azt sugallja, hogy a PCNA ubiquitin modositasanak a
DNS karosodasndl megakadt replikacios villaban van jelentésége. A PCNA-r6l mar
kimutattak, hogy in vivo is szusztratja a Rad6-Rad18 enzimnek mig az ubiquitinélt Rad5
in vivo kimutatasara mar elkezdtilk a vizsgalatokat. Sikeriilt azt is felfednlink, hogy a
Rad5 ubiquitin-ligazkent mikodve képes a monoubiquitindlt PCNA  tovébbi
ubiquitindlasat katalizalni melyhez az Mms2-Ubcl3 ubiquitin-konjugalé enzim
aktivitasara is szlikség van. Tovabba kimutattuk, hogy a Rad5 Kkatalizdlja 6nmaga
tobbszoros ubiquitinalasat. Ugy gondoljuk, hogy a fenti ubiquitinalasi reakciok
szabalyozd szerepet toltenek be a hibamentes és mutéciét generdld replikéacids utak
aktivalasdban és ezéltal a mutaciés események gyakorisaganak szabalyozasaban.
Jelenlegi kisérleteinkkel ezt a feltételezést teszteljik.



4. Az UV-sugarzassal karositott DNS mutaciokat elsidézs, illetve hibamentes

replikacidjanak in vitro rekonstrualasa.

A Kkérositott DNS hibamentes, illetve mutaciot el6idézé replikaciojat tisztitott
fehérjekomponensek segitségével kivantuk rekonstrudlni. A kisérlet fé6 célja annak
megvizsgalasa volt, hogy az ubiquitinalt PCNA képes-e a traszlézios szintézist biztosito
DNS polimerazokkal kdlcsonhatni és igy a karosodott DNS replikécidjat elsegiteni.
Elsoként kilonb6z6 DNS hibakat, mint pl. abazikus hely, T-T dimer, és 8-oxoG
tartalmaz6 DNS szubsztratokat készitettlink. A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy
kiilonb6zé6 DNS polimerazok mint pl. Poléta és Poldelta milyen mertékben képesek a
karositott DNS atirasara in vitro és kilonbozé faktorokat adva a reakciohoz ez hogyan
maodosul. Sikerult kimutatnunk, hogy a monoubiquitinalt PCNA képes a polimeraz delta
és polimeraz éta aktivalasara, illetve a RPA replikécids fehérje gatld hatést fejt ki a DNS

hibak atirasara képes polimerazokra.



